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LLISTA DE SIGLES I ACRÒNIMS 
 
ADN Àcid desoxiribonucleic ICD Domini intracel·lular 
AECC Associació Espanyola Contra el Càncer IP Immunoprecipitació 
ARN Àcid ribonucleic LPHN Latrofilines 
ARNg Àcid ribonucleic guia LRR Regió Rica en Leucina 
BrdU 5-brom-2-desoxiuridina LV Lentivirus 
BLAST Basic Local Alignment Search Tool MA Malaltia d’Alzheimer 
BO Bulb olfactori MEC Matriu extracel·lular (ECM) 
Co-IP Co-immunoprecipitació MS Espectrometria de masses 
CRISP 
Repeticions curtes palindròmiques agrupades 
de forma regular 
NHEJ Non-homologous end joining 
CRISPR-
Cas9-EZ 
CRISPR-Cas9 RNP Electroporation of 
Zygotes 
NSCs 
Cèl·lules mare neurals adultes 
quiescents 
DCX Doble cortina OMG Organisme modificat genèticament 
DDC Deleted in Colorectal Carcinoma PCR Reacció en cadena de la polimerasa 
ECD Ectodomini o domini extracel·lular PEI Polietilenimina 
EECT Estratègia Espanyola de Ciència i Tecnologia PO Programa operatiu 
ERC European Research Council ReCAM 
Molècules repulsives d’adhesió 
cel·lular 
GFP Proteïna verda fluorescent RH Recombinació homòloga 
EGF Factor de creixement epidèrmic SGL Capa cel·lular subgranular 
ER Receptor d'estrògens SPF Specific Pathogen Free 
ERK Extracellular signal–regulated kinases SPR Ressonància del plasmó de superfície 
FEDER Fons Europeu de Desenvolupament Regional TAC Cèl·lules d'amplificació de trànsit 
FGF Factor de creixement de fibroblasts TAM Tamoxifè 
RFGF 
Receptor del factor de creixement de 
fibroblasts 
TAP Purificació d’afinitat en tàndem 
RIS3CAT 
Estratègia de recerca i innovació per a 
l'especialització intel·ligent de Catalunya 
TIP Progenitors transitoris intermedis 
FLRT 
Proteïnes Transmembrana riques en 
Fibronectina Leucina 
TDH Tècnica del doble híbrid 
GD Gir dentat ZSG Zona subglanular 
GCL Capa de cèl·lules granulars ZSV Zona subventricular 
HEK293T Cèl·lules embrionàries de ronyó humà  293 ZV Zona ventricular 
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En aquest Treball de Final de Grau s’ha realitzat una proposta de projecte de Recerca seguint el model de MEMORIA 
CIENTÍFICO-TÉCNICA DE PROYECTOS INDIVIDUALES (TIPO A o B) de la convocatòria Retos del Ministerio de 
Economía, Industria y Competitividad. 
  
El primer objectiu d’aquest treball és conèixer què és un projecte de Recerca, els tipus de projectes existents i l’abast i 
l’impacte que tenen. També se n’ha estudiat la seva situació actual i el seu finançament tant a nivell català, espanyol i en 
el marc europeu. Finalment, s’ha desenvolupat una proposta de projecte de Recerca per a realitzar una investigació 
determinada. 
                                                                                         
Pel que fa al projecte de Recerca que volem emprendre, en aquest Treball de Final de Grau s’estudia quins són els 
mecanismes específics pels quals FLRT3 induiria la neurogènesi en l’hipocamp adult, mitjançant la interacció directa o 
indirecta amb els seus lligands. Es creu que FLRT3 podria ser involucrada en la formació de noves sinapsis que promouen 
la neurogènesi en l’hipocamp adult de ratolins. Aquesta troballa desperta un gran interès ja que, si traslladem aquests 
coneixements de l’organisme model (el ratolí) als humans,  podria utilitzar-se per revertir malalties que afecten al cervell,  
que són cada cop més, molt presents en la població. 
  
El fet de realitzar aquest treball de final de grau m’ha permès conèixer de més a prop el món de la investigació, aprendre 
com realitzar un projecte de Recerca, així com valorar-ne la rellevància per poder avançar en el coneixement científic. És 
important destacar la importància d’aquests, ja que permeten traslladar els coneixements teòrics en resultats que es 



















En este Trabajo de Final de Grado se ha realizado una propuesta de proyecto de Investigación siguiendo el modelo de 
MEMORIA CIENTÍFICO-TÉCNICA DE PROYECTOS INDIVIDUALES (TIPO A o B) de la convocatoria Retos del 
"Ministerio de Economía, Industria y Competitividad". 
  
El primer objetivo de este trabajo es conocer qué es un proyecto de Investigación, los tipos de proyectos existentes y el 
alcance y el impacto que tienen. También se ha estudiado su situación actual y su financiación tanto a nivel catalán, 
español y en el marco europeo. Finalmente, se ha desarrollado una propuesta de proyecto de Investigación para realizar 
una investigación determinada. 
                                                                                         
En cuanto al proyecto de Investigación que queremos emprender, en este Trabajo de Fin de Grado se estudia cuáles son 
los mecanismos específicos por los que FLRT3 induciría la neurogénesis en el hipocampo adulto, mediante la interacción 
directa o indirecta con sus ligandos. Se cree que FLRT3 podría ser involucrada en la formación de nuevas sinapsis que 
promueven la neurogénesis en el hipocampo adulto de ratones. Este hallazgo despierta un gran interés ya que, si 
trasladamos estos conocimientos del organismo modelo (el ratón) a los humanos, podría utilizarse para revertir 
enfermedades que afectan al cerebro, que son cada vez más, muy presentes en la población. 
  
El hecho de realizar este trabajo de final de grado me ha permitido conocer más de cerca el mundo de la investigación, 
aprender cómo realizar un proyecto de Investigación, así como valorar su relevancia para poder avanzar en el 
conocimiento científico. Es importante destacar la importancia de estos, ya que permiten trasladar los conocimientos 
teóricos en resultados que se pueden utilizar para solucionar una problemática actual concreta, y mejorar así la calidad 
de vida de la sociedad. 
  





In this Final Degree Project, it has been carried out a proposal of Research project following the model MEMORIA 
CIENTÍFICO-TÉCNICA DE PROYECTOS INDIVIDUALES (TIPO A o B) of the announcement Retos of Ministerio de 
Economía, Industria y Competitividad. 
 
The first objective of this project is to know what a research project is, the kinds of projects and the scope and impact they 
have. It has studied their current situation and their financing both at Catalan and Spanish, and in the European framework 
too. Finally, a proposal for a Research project has been developed to carry out a specific investigation. 
                                                                                   
With regard to the research project that we want to undertake, in this Final Degree Project we study the specific 
mechanisms by which FLRT3 induce neurogenesis in the adult hippocampus, through the interaction with its ligands. It is 
believed that FLRT3 could be involved in the formation of new synapses that promote neurogenesis in the adult 
hippocampus of mice. This finding arouses great interest since, if we transfer this knowledge of the model organism (the 
mouse) to humans, it could be used to reverse diseases that affect the brain, which are increasingly present in the 
population. 
 
This end-of-degree project has allowed me to know more about the world of research, learn how to carry out a research 
project, as well as evaluate its relevance in order to advance scientific knowledge. It is important to emphasize their 
importance because they allow theoretical knowledge to be transferred in results that can be used to solve a specific 
current problem, and thus improve the quality of life of society. 





Sol·licitar projectes de recerca i obtenir-ne és fonamental per potenciar el talent, l’excel·lència i el lideratge científic, 
tecnològic i també empresarial. També és important per tal de generar nou coneixement, dirigir-lo cap a la innovació i 
aplicar-lo a la solució de problemes. 
 
Els projectes de recerca permeten finançar investigacions d’elevada qualitat amb la finalitat de convertir uns coneixements 
teòrics, amb un elevat interès, en una realitat aplicable a la millora i progrés de la societat. Aquest finançament pot ser 
provinent d’una entitat pública, o bé, d’una de privada. A continuació es resumiran algunes de les diverses maneres de 
finançament, en el marc europeu, espanyol i català, tot i que se’n podrien trobar nombroses d’altres. 
 
Pel que fa al finançament públic, en l’àmbit europeu, el finançament de projectes d’investigació i desenvolupament 
tecnològic queda inclòs bàsicament en dos programes, l’Horitzó 2020 i la iniciativa Euroestars, emmarcada en el Programa 
Eureka. El finançament que ofereixen aquests programes és en forma de subvenció, i són destinats a projectes I+D 
internacionals en col·laboració amb empreses de països de la Unió Europea. (INTELECTIUM INC, 2017) (GENERALITAT 
DE CATALUNYA 2014). 
 
L’Horitzó 2020 és el nou Programa Marc de la Comissió Europea per a la recerca i la innovació. Aquest vol implantar la 
Unió per a la Innovació; una iniciativa compresa en l’objectiu Europa 2020 destinada a assegurar i consolidar la 
competitivitat d’Europa a nivell global. Per tant a nivell d’Europa, es pot considerar el programa més important per finançar 
la recerca i la innovació (GENERALITAT DE CATALUNYA 2014). D’altra banda, el programa Horitzó 2020 acull també 
les propostes del programa europeu European Research Council (ERC) (EUROPEAN RESEARCH COUNCIL, 2017), el 
qual promou l’excel·lència científica, amb la finalitat de realitzar projectes trencadors i innovadors.  Així mateix, el Fons 
Europeu de Desenvolupament Regional (FEDER) és un instrument financer de la Comissió Europea amb l’objectiu 
d’ajudar al desenvolupament econòmic de les regions deprimides de la Unió Europea, mitjançant un creixement 
sostenible, intel·ligent i integrador (EUROPEAN COMMISSION,2014) (DIPUTACIÓ DE BARCELONA - DIRECCIÓ DE 
RELACIONS INTERNACIONALS 2014). 
 
En relació a l’àmbit espanyol, les diferents línies de finançament públiques d’I+D+i són desenvolupades principalment a 
través del Ministerio de Economía y Competitividad, o altres organismes que en depenen, com ara el Instituto de Salud 
Carlos III; principal organisme públic d'investigació, que finança, gestiona i executa la investigació biomèdica en aquest 
estat. Aquest últim té com a objectiu principal augmentar la capacitat de generar coneixement científic en ciències de la 
salut, i, a més a més, fomentar l'impuls de la innovació en l'atenció sanitària i en la prevenció de la malaltia. Aquestes 
ajudes són recollides i definides en el Plan Estatal de Investigación Científica y Técnica y de Innovación 2013-2016; el 
qual inclou programes plurianuals tant per al finançament de projectes I+D a nivell estatal i internacionals, com per facilitar 
ajudes per la contractació de personal tècnic (MINISTERIO DE ECONOMÍA, INDUSTRIA Y COMPETITIVIDAD 2017).   
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A nivell de Catalunya, per tal d’assolir els propòsits dins l’objectiu Europa 2020 -en aquest cas, Estratègia Catalunya 2020, 
(ECAT 2020)-, d’una banda, es troba el Programa Operatiu (PO) FEDER de Catalunya 2014-2020 -cofinançat pel FEDER-
; d’altra banda, també és important la RIS3CAT -l’estratègia de recerca i innovació per a l'especialització intel·ligent de 
Catalunya- (GENERALITAT DE CATALUNYA 2014). 
 
A més a més, també es poden finançar els projectes mitjançant entitats privades o públicoprivades, com ara,  l’Associació 
Espanyola Contra el Càncer (AECC) (Universidad Complutense Madrid 2017). Finalment, els projectes de recerca poden 
ser finançats a través de donacions voluntàries dels ciutadans, aquest és el cas de La Marató de TV3. Aquesta iniciativa 
és impulsada per la Televisió de Catalunya i la Fundació La Marató de TV3, i persegueix fomentar la recerca biomèdica 
d'excel·lència (CORPORACIÓ CATALANA DE MITJANS AUDIOVISUALS 2017).  
 
Pel que fa a la temàtica del Treball de Final de Grau, en aquest treball s’ha escollit de realitzar una proposta de projecte 
de Recerca, ja que permet realitzar un estudi i una anàlisi completa de com s’organitza i estructura un projecte de recerca 
a partir d’una proposta concreta. Per una banda, cal realitzar una investigació en relació a tot allò relacionat amb els 
projectes de Recerca, què són, com i on es poden sol·licitar; i d’altra banda, cal fer una recerca a fons respecte al tema 
sobre el qual es desenvoluparà la proposta de projecte de Recerca. Finalment cal ser capaç d’adaptar aquests 
coneixements, plasmar-los i transmetre’ls de forma atractiva en la proposta que es sol·licitarà a la institució en qüestió, 
per convèncer de la importància i necessitat d’aquesta recerca.  
 
Els projectes de Recerca permeten concretar i consolidar l’activitat investigadora i la producció científica, crear vincles 
entre la universitat, els centres de recerca i la societat. Permeten cada cop més dinamitzar la recerca i donar visibilitat als 
resultats de la investigació científica. És molt important avançar en aquest sentit avui, i sobretot de cara al futur. Per tots 
aquests motius, realitzar aquest treball ha estat un mitjà molt poderós, m’ha permès ficar-me a la pell d’un investigador i 
elaborar una memòria escrita sobre la proposta d’un projecte de Recerca, i d’aquesta manera apropar-me al món de la 
investigació. Saber elaborar-ne un de forma correcta és fonamental per un investigador. 
 
2. OBJECTIUS 
L’objectiu principal del Treball de Final de Grau és aprendre a desenvolupar correctament una proposta de projecte de 
Recerca que s’ajusti als paràmetres establerts en la convocatòria que s’esculli. Es fa necessari també saber establir uns 
objectius específics i clars, seguint una metodologia adequada, i obtenir uns resultats que ens permetin elaborar unes 
conclusions. Concretament, s’ha pres com a model les “Normes i recomanacions d’estil Treball de Final de Grau 
Biotecnologia” i la convocatòria Retos del model de MEMORIA CIENTÍFICO-TÉCNICA DE PROYECTOS INDIVIDUALES 
(TIPO A o B) del Ministerio de Economía, Industria y Competitividad..  
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Dins d’aquest projecte de Recerca és vol estudiar el paper de FLRT3 en la neurogènesi hipocampal adulta, incloent-hi 
aspectes com la supervivència, proliferació, diferenciació i connectivitat de les NSCs, mitjançant la interacció directa o 
indirecta de FLRT3 i els seus lligands.  
 
3. METODOLOGIA 
En primer lloc, en la introducció, s’ha fet un estudi sobre la situació actual dels projectes de recerca. S’ha investigat la 
tipologia d’aquests  i quin és el seu finançament a nivell autonòmic, estatal i europeu. S’ha fet una cerca a les pàgines 
web de la Generalitat de Catalunya, del Ministeri i de nombroses entitats de nivell europeu.  
 
Un cop realitzat aquest estudi i un cop projectat en la introducció, es realitzarà una proposta de projecte de Recerca des 
del punt de vista d’un investigador principal, que forma part d’un equip integrat en una institució pública, l’IRBLleida, Per 
dur a terme aquest projecte, es necessària una bona planificació amb totes les passes que cal seguir. 
 
Per escollir la problemàtica de la proposta del projecte de Recerca, es partirà d’uns coneixements previs, proporcionats 
pel grup de recerca de “Neurobiologia molecular i del desenvolupament”, integrat dins l’ Institut de Recerca Biomèdica de 
Lleida (IRBLleida). Especialment per la tutora del treball, la Dra. Carme Espinet i Mestre, i pel Dr. Joaquim Egea i Navarro. 
 
Primer de tot, caldrà escollir la convocatòria de projecte de Recerca al qual s’acollirà; en aquest cas, es seguirà una 
estructura que s’adeqüi a la normativa vigent, tenint com a referència el model de Normes i recomanacions d’estil Treball 
de Final de Grau Biotecnologia, proporcionat per la Universitat de Lleida (UdL) i la convocatòria Retos del model de 
MEMORIA CIENTÍFICO-TÉCNICA DE PROYECTOS INDIVIDUALES (TIPO A o B) del Ministerio de Economía, Industria 
y Competitividad.  
 
Per dur a terme aquest projecte, serà indispensable haver assolit uns coneixements previs, amb una base científica sòlida. 
Aquests seran obtinguts després d’haver consultat nombrosos articles publicats en revistes científiques d’alt impacte i 
haver fet una amplia revisió bibliogràfica de les recerques i dels coneixements més innovadors recopilats fins la data 
actual, sobre el tema tractat en el projecte de Recerca. Aquests coneixements serviran per arribar a una hipòtesi 
determinada i per plantejar uns objectius específics, mitjançant una metodologia concreta. 
 
Per plantejar aquest projecte, també s’han utilitzat els coneixements teòrics de biologia cel·lular, biologia molecular, 
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4. DESENVOLUPAMENT DE LA PROPOSTA DE PROJECTE 
 
4.1. RESUM DE LA PROPOSTA 
 
Investigador principal (Nom i cognoms): 
Anna de Bolòs Sánchez 
 
Títol del projecte: 




Title of the project 





En aquest projecte, s’està interessat en investigar els aspectes moleculars que regulen la neurogènesi hipocampal adulta. 
Més concretament, s’estudia una família de proteïnes transmembrana anomenades Fibronectin and Leucine Rich 
Transmembrane Proteins (FLRT1, FLRT2 i FLRT3). L’expressió d’aquestes proteïnes ja era coneguda durant el 
desenvolupament del sistema nerviós; ara però, també es coneix que la seva expressió és enriquida en l’hipocamp adult. 
Aquesta família té diferents mecanismes d’acció, és involucrat en funcions com l’adhesió cel·lular homotípica, en la 
migració neuronal, en la guia axonal, en la formació de sinapsis glutamatèrgiques i en la senyalització FGF, entre d’altres 
funcions encara desconegudes. Per tant, són proteïnes multifuncionals, complexes a nivell funcional i de mecanismes 
d’acció; amb un paper important en el sistema nerviós.  
 
La nostra hipòtesi suggereix que FLRT3 mitjançant una senyalització complexa i interaccionant amb diverses proteïnes, 
encara poc conegudes, promou la proliferació, supervivència i diferenciació de les cèl·lules mare neurals (NSCs) en 
l’hipocamp adult, i per tant, és una proteïna amb un paper important en el procés de neurogènesi hipocampal adulta. 
Tenint en compte aquests aspectes, el nostre grup de recerca  creu que és interessant fer una aproximació proteòmica 
per trobar nous lligands que interaccionin amb FLRT3. 
 
Es realitzaran assajos in vitro i in vivo, per estudiar el paper de FLRT3 i les seves proteïnes lligands en l’hipocamp adult. 
Es realitzaran ratolins transgènics knock-out de FLRT3 (específics de NSCs), on s’estudiarà mitjançant cultius primaris 
de NSCs obtingudes a partir d’extractes hipocampals, la importància de FLRT3 en la proliferació, supervivència i 
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diferenciació d’aquestes NSCs. Aquests ratolins transgènics knock-out de FLRT3 també s’utilitzaran per estudiar la 
importància funcional de FLRT3 a nivell cognitiu, mitjançant el test Mirror water maze i el “Test de reconeixement 
d’objectes”. D’altra banda, se sobre-expressarà i/o es rebaixarà l’expressió de les proteïnes identificades com a 
interactores amb FLRT3 (en cultius primaris de NSCs), per estudiar-ne la importància en la via de senyalització amb 
FLRT3 promovent la neurogènesi hipocampal adulta. Tant mateix, es realitzaran estudis complementaris en les proteïnes 
identificades com a rellevants en aquesta via de senyalització. 
 
S’analitzà el paper de FLRT3, i les proteïnes amb les quals interacciona, com a possible diana terapèutica per induir la 
neurogènesi hipocampal adulta, i així, poder pal·liar els defectes cognitius associats a diverses malalties que afecten al 
sistema nerviós, com ara les malalties neurodegeneratives. 
 
Paraules clau: 
FLRT3, neurogènesi adulta, hipocamp. 
 
 
4.2. ANTECEDENTS I ESTAT ACUAL 
 
4.2.1. Neurogènesi adulta 
En els últims anys, gràcies als avenços en el coneixement de la branca de la neurociència, s’ha deixat enrere la idea que 
la neurogènesi tan sols succeïa durant el desenvolupament embrionari. En l’actualitat s’ha demostrat la presència de 
neurogènesi en el cervell adult en diferents espècies, incloent-hi els éssers humans.  
 
Actualment, es coneguda la presència en el cervell humà de NSCs capaces de donar lloc a noves neurones en el gir 
dentat (GD) de l'hipocamp. S'ha estimat que 700 noves neurones s'afegeixen a la capa de cèl·lules granulars (GCL), del 
GD de cada hipocamp, per dia; això correspon a una renovació anual de l'1,75% de les neurones del GD (Spalding, et al. 
2013). 
 
Com a norma general, la neurogènesi adulta inclou les etapes següents: Els NSCs primaris, també anomenats cèl·lules 
de tipus 1, es localitzen a la capa de cèl·lules subgranulars, (SGL), del GD on es divideixen i expressen marcadors de 
cèl·lules mare com Nestin o Sox2. Donen lloc a cèl·lules progenitores neuronals intermèdies, cèl·lules de tipus 2, que són 
més proliferatives i només tenen processos curts. Les cèl·lules de tipus 2 es subdivideixen en cèl·lules de tipus 2a, que 
també expressen marcadors de cèl·lules mare; i en cèl·lules tipus 2b, que comencen a expressar marcadors neuronals 
immadurs com la doblecortina (DCX) i que donen lloc a neurones, primer calretinina+ i finalment neurones granulars 
calbindina+, completament diferenciades (Ninkovic, et al. 2007)(Imayoshi et al., 2008). Durant la segona setmana després 
de la divisió cel·lular, aquestes noves neurones comencen a estendre els seus processos axonals a la regió CA3 de 
l'hipocamp i els seus processos dendrítics cap a la capa molecular. En aquesta etapa, els enregistraments 
electrofisiològics mostren que reben entrada sinàptica GABAèrgica directa i lenta i que comencen a mostrar espines en 
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les dendrites. Després de quatre a sis setmanes de l’inici de la divisió, aquestes neurones s'integraran completament al 
circuit sinàptic (Kempermann, et al. 2004). Tant factors extracel·lulars (morfògens, factors de creixement i 
neurotransmissors) com factors intracel·lulars (factors de transcripció i factors epigenètics) regulen etapes especifiques 
de la neurogènesi adulta en mamífers (Liu & Song, 2016). 
 
En els éssers humans, on hi ha referències de neurogènesi adulta en el GD de l’hipocamp, la generació de noves neurones 
pot exercir funcions importants en el cervell adult. Això és degut a què la seva taxa és comparable a la d'altres espècies, 
incloent-hi el ratolí. En rosegadors és coneguda la presencia de neurogènesi adulta en la zona subventricular (ZSV) dels 
ventricles laterals i en la zona subgranular (ZSG) del GD de l’hipocamp, on s’ha demostrat que té paper clau en la 
separació de patrons (procés fonamental en la memòria semàntica i l’aprenentatge) i en l’adaptabilitat cognitiva. No 
obstant això, en comparació amb els rosegadors, l'hipocamp humà adult té una taxa de renovació molt major; 
aproximadament un terç de les neurones de l'hipocamp estan subjectes a intercanvi, el que correspon, per exemple, a la 
majoria de les neurones del GD. A més, mentre que en el ratolí les noves neurones s'agreguen a la GCL del GD produint 
un augment net del nombre de neurones granulars, en els humans, les neurones nounades substitueixen les neurones 
perdudes (Ninkovic, et al. 2007) (Imayoshi, et al. 2008). No obstant això, aquest esdeveniment no compensa la pèrdua 
neuronal i la disminució neta de neurones durant la vida adulta del GD (Imayoshi et al. 2008) (Imayoshi et al. 2011). 
 
D’altra banda, la disminució de la neurogènesi de l'hipocamp és menor en els éssers humans que no en els ratolins 
(Leyva-Diaz, et al., 2014). Totes aquestes observacions suggereixen que la neurogènesi té funcions importants en el 
cervell humà adult. A més, la seva elevada renovació i presència significativa encara en cervells envellits, suggereix que 
les estratègies dissenyades per incrementar la neurogènesi adulta són teràpies prometedores per contrarestar la pèrdua 
progressiva de neurones, memòria i cognició que tenen lloc durant malalties neurodegeneratives. 
 
Malgrat els coneixements assolits a l’actualitat, els mecanismes que regulen la neurogènesi de l'hipocamp segueixen sent 
poc coneguts. Se sap que la neurogènesi adulta disminueix amb l’edat, però no se sap si aquesta minva és deguda a una 
disminució innata en el rendiment de les cèl·lules precursores o en canvis en l'ambient d'aquestes cèl·lules (Kang & 
Hebert, 2015). Aquesta reducció de la neurogènesi adulta pot tenir un paper en el deteriorament cognitiu i en la pèrdua 
progressiva en la memòria i en la capacitat d’aprenentatge. Cada cop més, és més gran i ferma l’evidència que existeix 
una associació entre la neurogènesi en l’edat adulta i malalties com poden ser la malaltia d’Alzheimer, la malaltia de 
Parkinson, la malaltia de Huntington, la depressió, entre d’altres malalties del cervell. 
 
4.2.2. Neurogènesi a nivell embrionari.  
El cervell té la peculiaritat que els tipus cel·lulars que s’hi generen, ocupen regions diferents a les que ocuparan una 
vegada finalitzi el desenvolupament; d’altra banda, cada tipus cel·lular ocuparà una posició final específica. Per tant, la 
migració neuronal és un fenomen molt important en la neurogènesi. 
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Aquestes neurones poden migrar de dues maneres en funció del lloc de naixement, així com de les seves característiques 
funcionals. La majoria de les neurones són excitatòries (glutamatèrgiques), i naixen al llarg de les zones ventriculars (ZV) 
i ZSV del telencèfal dorsal. Aquestes són neurones piramidals de projecció que segueixen una migració radial cap a 
l’escorça cerebral. La resta de neurones (20% en rosegadors) són interneurones inhibitòries GABAèrgiques, que 
segueixen una migració tangencial i són integrades en circuits sinàptics locals  fins a arribar a l’escorça cerebral. Aquestes 
són indispensables perquè es produeixi una excitació correcta i sincronitzada de les cèl·lules piramidals.  
 
Per tant, el sistema nerviós és una estructura biològica molt sofisticada; rep i processa constantment la informació sobre 
el medi ambient dels òrgans sensorials, els integra en l’estatus quo de l’organisme i inicia respostes conductuals 
adequades. A més, pot emmagatzemar i recuperar informació d’una manera sensible al context, així com combinar i 
modificar aquesta informació emmagatzemada. 
 
El desenvolupament adequat d’un sistema tan complex requereix tant programes intrínsecs d’especificació neuronal, 
proliferació i diferenciació, com factors extrínsecs, els quals són essencials per l’establiment de circuits neuronals. 
Esdeveniments com la migració, el creixement, l’orientació de les neurites i la sinaptogènesi es basen fortament en la 
interacció i comunicació de les cèl·lules entre elles, i amb la matriu extracel·lular (Hampel 2011). Els mediadors 
predominants d’aquestes interaccions cèl·lula-cèl·lula i matriu-cèl·lula són proteïnes de superfície cel·lular, com ara 
molècules i receptors d’adhesió.  
 
El con de creixement de l’extrem dels axons capta, a través de receptors específics, gradients de molècules de guia 
axonal, ja siguin atractives o bé repulsives, que es troben en el seu camí, fins arribar a la cèl·lula diana. Aquesta interacció 
desencadena una senyalització intracel·lular produint canvis en la dinàmica del citoesquelet, i permetent una resposta 
adient (Menal 2015). Actualment es coneixen quatre famílies, ben caracteritzades, de lligands amb els seus receptors. 
Aquestes lligands són Slits (amb els receptors Robo), Netrins (amb els receptors DDC -implicats en respostes d’atracció 
i repulsió- i amb els receptors Unc5 -implicats només en respostes de repulsió-), Efrines (amb els receptors Eph -implicats 
generalment en respostes de repulsió, no obstant, en alguns  casos  s’ha  descrit  que  també  poden  promoure  
atracció/adhesió-) i Semaforines (que senyalitzen  per  mitjà  de  complexes  de  receptors, amb els receptors  Neuropilina 
i els receptors de Plexina). D’altra banda, altres classes de molècules conegudes en contexts diferents, també són 
reconegudes com a molècules guia. Aquestes són els morfògens, esteroides, molècules de la matriu extracel·lular i 
d’adhesió i membres de les superfamílies de les immunoglobulines (Menal 2015). 
 
4.2.3. FLRT: proteïnes transmembrana multifuncionals en el desenvolupament del sistema nerviós 
Recentment, s’ha descobert una nova família de proteïnes formada per tres membres (FLRT1, FLRT2 i FLRT3); les 
proteïnes transmembrana, riques en fibronectina i leucina (FLRT, Fibronectin  Leucine-Rich  Transmembrane  Proteins). 
Aquesta família de proteïnes s’han reportat com a reguladores de l’adhesió cel·lular i el creixement de les neurites in vitro, 
i són àmpliament expressades en vertebrats. La seva expressió és enriquida tant en l’etapa del desenvolupament, com 
en el cervell adult (Tsuji et al. 2004.); aquest fet indica que podrien dur a terme funcions importants en aquest teixit.  
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4.2.3.1. Estructura de les proteïnes FLRT:  
En relació a la seva estructura, són proteïnes de membrana de tipus I amb regions extracel·lulars que consisteixen en un 
domini N-terminal de repetició rica en leucina (LRR), amb deu repeticions LRR; un domini de fibronectina de tipus 3, seguit 
d'un enllaçador iuxtamembrana (Lu et al. 2016). Els ectodominis de FLRT contenen un lloc d’escissió de proteasa i poden 
ser alliberats de les cèl·lules que expressen la proteïna (Jackson et al. 2016). 
 
 
  Figura 1. Estructura de FLRT3 
 
Han estat classificades com a molècules repulsives d’adhesió cel·lular (ReCAM)(Menal 2015), ja que tenen una 
funcionalitat dual; d’una banda, se’ls han atribuït funcions d’adhesió cel·lular i migració neuronal, i d’altra banda, funcions 
de migració i transmissió sinàptica, en contexts diferents. La major part de les interaccions proteïna-proteïna mostrades 
per FLRT involucren el domini LRR, el qual promou l’adhesió cel·lular, mitjançant la interacció homotípica o amb 
latrofilines, i desencadena repulsió cel·lular a través de la unió a receptors Unc5 (Jackson et al. 2016). 
 
4.2.3.2. Funcions i mecanisme d’acció:  
Les proteïnes FLRT són molècules multifuncionals, ja que es troben implicades en nombrosos processos amb complexos 
mecanismes d’acció. El membre FLRT1 és encara poc conegut; no obstant això, la funció i el mecanisme d’acció de 
FLRT2 i FLRT3 ja s’han anat caracteritzant en aquests darrers anys. Es ben coneguda la seva funció morfogènica en 
l’adhesió cel·lular de l’embrió, on FLRT3 pot mitjançar l’adhesió cel·lular homotípica i desencadenar la classificació 
cel·lular (funció que requereix el domini extracel·lular (ECD) de FLRT3) (Karaulanov et al. 2006). A més, recentment, s'ha 
informat que aquesta interacció d'adhesió homofílica de FLRT3, regula la distribució tangencial de les neurones piramidals 
migratòries (Seiradake et al. 2014). Recentment, també s’ha descobert que FLRT1 i FLRT3, també es trobarien així mateix 
involucrades regulant el plegament de l’escorça cerebral dels mamífers. Aquesta troballa, posa de relleu, la importància 
de l’adhesió intracel·lular en la regulació del plegament cortical (Del Toro et al. 2017). 
 
Per tant, que aquesta família de proteïnes tindria també un paper important i complex en el sistema nerviós. FLRT3 
s’expressa majoritàriament en zones del cervell altament proliferatives, cèl·lules migratòries i àrees implicades en la guia 
axonal, fet que suggereix una participació funcional en el desenvolupament del sistema nerviós (Hampel, 2011). 
 
Durant el desenvolupament del cervell, els ECDs de FLRT2 i FLRT3 poden ser escindits per metaloproteases i actuar en 
trans com a lligands solubles pels receptors Unc5; és a dir, actuar com a molècules guia repulsives per als axons i soma 
de les neurones Unc5+. Més concretament, es conegut que FLRT3 interacciona específicament en trans amb el receptor 
Unc5B; i FLRT2 interacciona específicament en trans amb el receptor Unc5D, modulant així la migració de les neurones 
piramidals en l’escorça cerebral. Aquesta interacció activa la senyalització de repulsió de Unc5 (Yamagishi 2011). 
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Tot i que els processos cel·lulars responsables de la migració cel·lular i la guia axonal són diferents, aquests poden 
compartir molècules similars; aquest és el cas de Robo-1, una proteïna involucrada tant en guia axonal, com en migració 
cel·lular. Recentment, s’ha descobert un mecanisme pel qual la diafonia entre els diferents senyals de guia axonal és 
integrada en el desenvolupament dels axons. En aquest mecanisme, FLRT3 actua en cis com a co-receptor pel receptor 
Robo-1 en els axons talamocorticals rostrals, interacció necessària per a la projecció topogràfica correcta dels axons 
talamocorticals rostrals,  cap a l’escorça en desenvolupament (Seiradake et al. 2014). Més concretament, FLRT3 és 
necessari per modular, en les cèl·lules positives per Robo-1, el grau de resposta de Netrina-1, provocant un canvi de 
senyalització de repulsiva a atractiva (Leyva-Diaz et al. 2014). D’altra banda, s’ha vist que Robo-1 podria ser important 
en generació, migració i diferenciació morfològica de les interneurones corticals (Yeh, et al. 2014), així com la proliferació 
i la neurogènesi en el neocòrtex en desenvolupament (Andrews et al. 2008).  
 
La família de proteïnes Latrofilines (LPHN) són receptors calci-independents per l’α-latrotoxina, una toxina de l’aranya 
vídua negra que desencadena un alliberament massiu de neurotransmissor en les neurones i les cèl·lules 
neuroendocrines; no obstant això, els seus lligands endògens i la seva funció romanen poc clares. S’ha vist que funcionen 
com a molècules d’adhesió cel·lular heterofíliques en processos com la formació i manteniment de les sinapsis. Estudis 
recents indiquen que FLRT3 podria actuar, en trans, com a lligand endogen a nivell pre-sinàptic, per la proteïna post-
sinàptica LPHN3. Aquesta és una interacció d’elevada afinitat a través dels ECDs de FLRT3 i podria promoure la 
transmissió sinàptica i la formació i establiment de sinapsis glutamatèrgiques (O’Sullivan et al. 2012) (Ranaivoson et al. 
2016).  
 
S’han identificat diversos factors extracel·lulars relacionats amb la neurogènesi adulta, un d’ells és el factor de creixement 
de fibroblasts (FGF). S’ha identificat que el receptor del factor de creixement de fibroblasts (RFGF) és necessari per tal 
de mantenir les cèl·lules mare neurals, i que un receptor actiu, expressat en totes les cèl·lules precursores, pot incrementar 
la producció de neurones. És més, un receptor actiu en ratolins vells pot retornar els nivells de neurogènesi als trobats en 
ratolins joves. Aquesta troballa posa de manifest la importància que pot tenir una disminució dels senyals del nínxol en la 
disminució de la neurogènesi hipocampal amb l’edat, i que això no només és degut a una reducció de les cèl·lules mare 
(Kant & Hébert, 2015).  
 
FLRT3 és implicada en la senyalització FGF, això és degut a què pot interaccionar físicament, a través del domini FNIII i 
de la regió citoplasmàtica (Yu et al. 2016), amb RFGF, i d’aquesta manera pot modular la senyalització FGF-ERK 
(Böttcher, et al. 2004). D’altra banda, també es coneix que FLRT3 se sobre-expressa en axons axotomitzats on té una 
funció de promoure un creixement neurític, així com l’establiment de sinapsis (Robinson  et al. 2004).  
 
Totes aquestes troballes suggereixen que FLRT3 podria tenir un paper important promovent la neurogènesi hipocampal 
adulta, per aquest motiu, en d’aquest projecte és vol estudiar el paper de les proteïnes FLRT i dels seus lligands en la 
neurogènesi hipocampal adulta, així com caracteritzar-ne els mecanismes moleculars, tant in vitro, com in vivo.  
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4.3.  FINALITAT DEL PROJECTE DE RECERCA 
 
Resultats anteriors obtinguts per aquest grup d’investigació han revelat la importància de la família de proteïnes FLRT en 
nombrosos esdeveniments importants pel desenvolupament del sistema nerviós, alguns d’aquests processos inclouen la 
migració neuronal i l’orientació axonal. No obstant això, en aquest projecte es vol anar més enllà i investigar també la 
funció de FLRT3, ja no en el desenvolupament del sistema nerviós, sinó en el cervell adult, més concretament, el paper 
de FLRT3 com a proteïna important en la formació, supervivència i diferenciació de noves neurones, així com a proteïna 
pre-sinàptica. Es creu sòlidament que això podria tenir una implicació important fomentant la neurogènesi hipocampal 
adulta. 
 
Els resultats obtinguts en aquest treball hauran de permetre un millor coneixement de les bases moleculars de la 
neurogènesi hipocampal adulta i seran interessants, en un període de temps major, per a la contribució al disseny de 
mètodes terapèutics i preventius per al tractament de malalties cerebrals on es vegi reduïda la neurogènesi adulta. 
 
La proposta de projecte de Recerca presentada; en aquesta memòria, coincideix amb els criteris estratègics de l'Estratègia 
Espanyola de Ciència i Tecnologia (EECT) 2013-2020, així com la línia estratègica de  “Horitzó 2020”. 
 
 
4.4. HIPÒTESI INICIAL I OBJECTIUS 
 
4.4.1. Hipòtesi inicial 
Com s’ha descrit en els antecedents (4.1), la família de proteïnes FLRT tenen un paper cabdal en la regulació de múltiples 
processos en el desenvolupament del sistema nerviós,  com ara la guia axonal i la migració neuronal. També s’ha parlat 
sobre el paper de FLRT3 com a proteïna post-sinàptica, en les sinapsis glutamatèrmiques, així com de la seva participació 
en la via de senyalització FGF i la implicació que podria tenir aquesta en la neurogènesi adulta. Per tant, els mecanismes 
de senyalització en els que les proteïnes FLRTs són involucrats són complexos, nombrosos i molt diferents en funció del 
context neuronal; a més, requereixen d’interaccions en cis o en trans, amb altres proteïnes lligands. Algunes d’aquestes 
proteïnes ja han estat descrites en estudis anteriors, i així s’ha esmentat en els antecedents i estat actual (4.1) i d’altres 
encara romanen desconegudes, i de ben segur tindran un paper rellevant promovent processos tant importants com ara 
la neurogènesi hipocampal adulta.  
 
La nostra hipòtesi de partida és que la via de senyalització FLRT3, mitjançant la interacció amb proteïnes lligands, juga 
un paper important en la maduració i migració de les noves neurones generades en el GD en l’hipocamp adult i en el 








4.4.2.1. Objectiu general 
En la present proposta de projecte de Recerca s’abordarà el paper exacte de FLRT3 en la neurogènesi hipocampal adulta, 
mitjançant la interacció amb els seus lligands. Més concretament, se’n vol identificar la funció en la migració cel·lular, 
l’orientació dels axons, l’arborització de les dendrites i en el desenvolupament neuronal de les cèl·lules mare hipocampals 
en adult. Al seu torn, també es vol identificar els mecanismes moleculars responsables d’aquestes funcions; mitjançant 
l’ús d’assajos in vitro i in vivo. Aquests resultats seran molt valuosos per al disseny de teràpies apropiades per tractar 
malalties cerebrals, com ara les malalties neurodegeneratives.  
 
4.4.2.2. Objectius específics 
Objectiu 1. Estudi de la importància funcional de FLRT3 en la neurogènesi hipocampal adulta. 
O1.1) Generació d’animals transgènics knock-out de FLRT3 (FLRT3lx;Nestin-CREERT2) en les cèl·lules progenitores que 
expressin Nestin a la SGL del GD de l’hipocamp, i la seva progènie. 
O1.2) Avaluació de la manca de FLRT3 in vivo en la neurogènesi hipocampal adulta en ratolins FLRT3lx;Nestin-CREERT2, 
obtinguts l’O1.1. 
O1.3) Estudi de la proliferació i supervivència en cultius primaris de NSCs d’hipocamp adult dels ratolins FLRT3lx;Nestin-
CREERT2, obtinguts l’O1.1. 
 
Objectiu 2. Avaluar la manca de FLRT3 en els ratolins FLRT3lx;Nestin-CREERT2 en la neurogènesi hipocampal adulta 
respecte l’aprenentatge i la memòria d’aquests animals. 
O2.1) Estudis de comportament dels ratolins FLRT3lx;Nestin-CREERT2 amb el test Morris water maze. 
O2.2) Estudis de comportament dels ratolins FLRT3lx;Nestin-CREERT2 amb el test "Test de reconeixement d'objectes". 
 
Objectiu 3. Identificació de lligands candidats per interaccionar amb FLRT3 en l’hipocamp adult. 
O3.1)  Identificar noves proteïnes candidates per interaccionar de forma directa amb l’ICD de FLRT3 en l’hipocamp adult, 
mitjançant la tècnica del doble híbrid (TDH), en Saccharomyces cerevisiae. 
O3.2) Generació de ratolins transgènics que expressin FLRT3TAP/TAP mitjançant la tècnica d’electroporació de zigots 
embrionaris, CRISPR-Cas9 RNP Electroporation of Zygotes (CRISPR-Cas9-EZ). 
O3.3) Purificació d’afinitat en tàndem dels extractes cel·lulars dels hipocamps dels ratolins transgènics que expressin 
FLRT3TAP/TAP, i anàlisi posterior per espectrometria de masses (MS). 
 
Objectiu 4. Caracterització quantitativa de l’afinitat d’interacció entre FLRT3 i els seus lligands per espectrometria de 
ressonància de plasmó de superfície (SPR). Aquest objectiu es realitzarà mitjançant una, col·laboració externa a la UdL, 
amb la Dra. Elena Seiradake del Departament de bioquímica de la Universitat d’Oxford.  
 
Objectiu 5. Estudi de la importància funcional dels lligands de FLRT3 en la neurogènesi hipocampal adulta. Estudi de la 
proliferació i supervivència mitjançant el cultiu de NSCs d’extractes cel·lulars hipocampals de ratolí, on es sobre-
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expressaran o s’inactivarà l’expressió dels lligands de FLRT3, mitjançant la tècnica d’ARN d’interferència per mètodes de 
transfecció lentiviral (LV). 
 
 
4.5. MATERIALS I MÈTODES 
 
4.5.1. Contribució UdL/ IRBLleida  
La recerca per desenvolupar aquesta proposta de Projecte de recerca es durà a terme en un laboratori, completament 
equipat, de l’edifici Biomedicina I, inclòs dins l’Institut de Recerca Biomèdica de Lleida (IRBLleida), institució que depèn 
de la UdL. Aquest és un edifici de 4000 m2 situat al costat de l’Hospital Universitari Arnau de Vilanova (HUAV).  
 
Es disposarà de l’equip necessari per dur a terme el projecte satisfactòriament, això inclou, congeladors, neveres, banys 
d’aigua, centrífugues, pipetes automàtiques, etc. A més, també es disposarà de màquines de PCR, una àrea d'histologia 
amb criòstats, vibràtoms i micròtoms, sistemes d'imatge d'ADN i de Western blot, microscopis (epifluorescència i confocal), 
sales de cultiu de teixits (cultiu de teixits primaris i línies cel·lulars), ultra-congeladors, cambres frigorífiques i 
ultracentrífugues, aparellatge per estudiar el comportament dels ratolins. Aquest equipament és comú pels diversos grups 
de recerca que formen part de l’IRBLleida.  
 
També es disposarà d’un servei de citometria i microscòpia, proteòmica i genòmica, bioestadística i també 
d’immunohistoquímica. Així com un estabulari SPF (Specific Pathogen Free) i un servei de transgènics dins del mateix 
estabulari SPF, per la generació de ratolins modificats genèticament. Finalment, també es disposarà d’un servei de neteja 
i d’un servei tècnic. 
 
Per tant, gràcies a l’aportació per part de la UdL, es disposa de l’equipament necessari per realitzar la recerca proposada 
en aquest projecte.  
 
4.5.2. Mètodes 
Objectiu 1. Determinar la importància funcional de FLRT3 en la neurogènesi hipocampal adulta, mitjançant ratolins 
transgènics knock-out de FLRT3 (FLRT3lx;Nestin-CREERT2). 
O1.1) Generació d’animals transgènics knock-out de FLRT3 (FLRT3lx;Nestin-CREERT2) en les cèl·lules progenitores que 
expressin Nestin a la SGL del GD de l’hipocamp, i la seva progènie. 
Per tal d’obtenir els ratolins transgènics knock-out de FLRT3, es creuaran ratolins que expressin l'al·lel condicional FLRT3lx 
(generats per RH pel nostre grup de recerca) amb ratolins amb la línia CRE induïble, específica de NSC (NestinCREERT2; 
de Jackson Laboratories). CREERT2 és una proteïna de fusió entre CRE i el domini del lligand del receptor d'estrògens 
(ER) que permet la translocació al nucli i la recombinació de llocs loxP després de l'administració de tamoxifè (TAM). En 
aquest cas particular, el TAM permetrà l'ablació específica de FLRT3 de les cèl·lules progenitores que expressin Nestin 
a la SGL del GD i la seva progènie.  
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Els mascles amb el genotip FLRT3lx;Nestin-CREERT2, se separaran en dos grups (n = 4-6 per grup i experiment), un grup 
tractat amb TAM i l'altre grup tractat amb el vehicle (control). Després del deslletament (3-4 setmanes d'edat), es tractarà 
els ratolins amb TAM (180 mg/kg/dia) via intraperitoneal durant 5 dies per tal d'eliminar específicament FLRT3 de la SGL 
del GD.  
 
Viabilitat: Ja s’ha obtingut el permís per usar els ratolins. El nostre grup té una amplia experiència reconeguda treballant 
amb ratolins transgènics, en genètica de ratolins i en l'obtenció de genotips complexos. El nostre estabulari disposa d’un 
equipament complet, és dirigit per personal experimentat i té l’espai necessari per albergar els ratolins en condicions de 
SPF. 
Lliuraments: Obtenció dels knock-out (FLRT3lx;Nestin-CREERT2) de FLRT3 específics de NSCs que expressin Nestin a la 
SGL del GD. 
 
O1.2) Avaluació de la manca de FLRT3 in vivo en la neurogènesi hipocampal adulta en ratolins FLRT3lx;Nestin-CREERT2; 
obtinguts l’O1.1. 
Per comprovar la neurogènesi, se seleccionaran ratolins de les següents etapes de desenvolupament: 3 mesos, 6 mesos, 
12 mesos i 2 anys, i s’estudiarà la proliferació i la supervivència de les cèl·lules noves. La proliferació serà testada 
mitjançant dues injeccions intraperitoneals, a intervals de dues hores, de 5-brom-2-desoxiuridina (BrdU) (100 mg/kg en 
solució salina al 0,9%), i 24 hores més tard es realitzarà l’anàlisi dels ratolins sacrificats. En aquests experiments també 
s'inclouran marcadors específics per a la proliferació, com ara Ki67 o fosfo-histona H3. D'altra banda, per a l'avaluació de 
la supervivència, els ratolins rebran tres injeccions de BrdU cada 4 hores, i se sacrificaran 30 dies després, per fer-ne 
l'anàlisi per immunohistoquímica. La diferenciació completa dels progenitors té lloc en aproximadament 4 setmanes i, per 
tant, aquests assajos de supervivència ens permetran controlar si FLRT3 afecta en un pas particular del procés de 
diferenciació dels progenitors (revelat per anticossos específics esmentats en els antecedents). 
 
Viabilitat: Les tasques previstes compleixen amb l'experiència prèvia del grup (demostrada en nombroses publicacions 
rellevants) i, per tant, són factibles. Els integrants del grup tenen una amplia experiència en l’anàlisi de teixit cerebral per 
immunofluorescència i imatges confocals. Així com en manipulacions in vivo de cervells embrionaris i adults.  
Lliuraments: Determinació de l'efecte principal de FLRT3 en la neurogènesi hipocampal adulta, in vivo. 
 
O1.3) Estudi de la proliferació i supervivència en cultius primaris de NSCs d’hipocamp adult dels ratolins FLRT3lx,Nestin-
CREERT2, obtinguts l’O1.1. 
Es realitzarà una dissecció dels hipocamps de ratolins FLRT3lx,Nestin-CREERT2 en les etapes de desenvolupament P1-
P2. Es disseccionarà el teixit i es cultivarà en suspensió amb els factors de creixement β-FGF i el factor de creixement 
epidèrmic (EGF). Després de 3-4 dies proliferant, aquestes cèl·lules formaran neuroesferes que es poden passar una o 
dues vegades per amplificar-les i per fer-ne experiments posteriors. Aquestes cèl·lules se’ls pot canviar les condicions 
per propiciar-ne la diferenciació (sense els factors mitòtics) on, després de set dies in vitro, donaran lloc a neurones (5% 
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de les cèl·lules totals seran β-lll-tubulina positives). S’estudiarà la neurogènesi, el grau de viabilitat, la diferenciació, la 
proliferació i la formació d’espines sinàptiques de les noves neurones, al llarg del dies de cultiu. 
 
Viabilitat: Els integrants del grup tenen una amplia experiència reconeguda en cultius de teixits primaris, 
immunohistoquímica, immunofluorescència confocal i estudis bioquímics, que asseguren l'assoliment de les tasques 
proposades. També es disposa del material i espai necessari per desenvolupar l’objectiu de manera satisfactòria. 
Lliuraments: Determinació de l'efecte principal de FLRT3 en la neurogènesi hipocampal adulta, in vitro. 
 
Objectiu 2. Avaluar la manca de FLRT3 en els ratolins FLRT3lx;Nestin-CREERT2 en la neurogènesi hipocampal adulta 
respecte l’aprenentatge i la memòria d’aquests animals. 
Es realitzaran dos tests de comportament relacionats amb el reconeixement espacial dependent de l'hipocamp, per tal 
d’avaluar la importància funcional de l’ablació de FLRT3 en l’aprenentatge i la memòria dels ratolins FLRT3lx;Nestin-
CREERT2. 
 
O2.1) Estudis de comportament dels ratolins FLRT3lx;Nestin-CREERT2 amb el test Morris water maze. 
Es realitzaran estudis de comportament dels ratolins transgènics knock-out de FLRT3 i ratolins control. Ratolins 
FLRT3lx/lx;Nestin-CREERT2 seran dividits en dos grups (±TAM) i als 13 mesos d'edat se sotmetran al test Morris water 
maze. La comparació entre els dos grups de ratolins determinarà si la deleció de FLRT3, empitjora els resultats obtinguts 
en aquests estudis de comportament. 
 
O2.2) Estudis de comportament dels ratolins FLRT3lx;Nestin-CREERT2 amb el test "Test de reconeixement d'objectes". 
Es realitzaran estudis de comportament dels ratolins knock-out de FLRT3 i ratolins control. Ratolins FLRT3lx/lx;Nestin-
CREERT2 seran dividits en dos grups (±TAM) i als 13 mesos d'edat se sotmetran al test "Test de reconeixement d'objectes". 
En aquest test, els rosegadors mostren una preferència per la novetat i s’observa la seva capacitat de recordar objectes 
trobats prèviament. La comparació entre els dos grups de ratolins determinarà llavors si la deleció de FLRT3 empitjora 
els resultats obtinguts en aquests estudis de comportament. 
 
Viabilitat (O2.1 i O2.2): Els integrants del grup tenen experiència reconeguda realitzant el test Morris water maze i el “Test 
de reconeixement d'objectes" amb anterioritat. També es té disponibilitat en l’estabulari SPF per realitzar els tests descrits. 
Lliuraments: Determinar la importància funcional de la deleció de FLRT3 a les NSCs, que expressin Nestin a la SGL del 
GD; en la memòria i aprenentatge dels ratolins transgènics FLRT3lx;Nestin-CREERT2. 
 
Objectiu 3. Identificació de lligands candidats per interaccionar amb FLRT3 en l’hipocamp adult. 
O3.1)  Identificar noves proteïnes candidates per interaccionar de forma directa amb l’ICD de FLRT3 en l’hipocamp adult, 
mitjançant la TDH en Saccharomyces cerevisiae. Es realitzarà una cerca tant d’adaptadors intracel·lulars, com receptors 
relacionats amb processos sinàptics. 
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Per tal de dur a terme l’O3.1 es realitzarà la TDH, on s’utilitzarà el sistema de Clontech: Matchmaker Gold Yeast Two-
Hybrid System User Manual, protocol No. PT4084-1 i versió No. 092413. S’utilitzarà una llibreria de cervell de ratolí adult. 
La proteïna en estudi esquer és el domini intracel·lular (ICD) de FLRT3, regió que comprèn de l’aminoàcid 550 fins 649 
de la seqüència completa de FLRT3. 
Es prepararà l’ADN plasmídic de cada clon seleccionat. A continuació es realitzarà una seqüenciació dels productes de 
la PCR per una empresa externa a la UdL. Finalment, un cop obtinguda la seqüència es realitzarà una anàlisi comparativa 
en la base de dades BLAST i s’identificaran les putatives proteïnes lligands. Aquestes proteïnes candidates per ser 
lligands de FLRT3 es validaran seguint la metodologia descrita en l’O3.3. 
 
Viabilitat: Els membres del grup ja han realitzat de manera satisfactòria la TDH, en projectes relacionats amb el cicle 
cel·lular en Saccharomyces cerevisiae. 
Lliuraments: Obtenció del perfil proteòmic de proteïnes que interactuen de manera directa amb el ICD de FLRT3 en el 
cervell de ratolí adult. 
  
O3.2) Generació de ratolins transgènics que expressin FLRT3TAP/TAP mitjançant la tècnica d’electroporació de zigots 
embrionaris, CRISPR-Cas9 RNP Electroporation of Zygotes (CRISPR-Cas9-EZ). 
Es generaran dues línies de ratolí FLRT3-TAP diferents, una d’aquestes tindrà una etiqueta en tàndem a l’extrem N-
terminal, i l’altra línia, el la tindrà a l’extrem C-terminal. S’ha provat anteriorment que aquestes etiquetes no interfereixin 
amb l’estructura i funció de FLRT3. Les etiquetes utilitzades seran FLAG-HA per l’extrem C-terminal i Myc-HA per l’extrem 
N-terminal. En l’extrem N-terminal s’utilitza l’etiqueta Myc, enlloc de FLAG, ja que aquesta afecta en la maduració i la 
localització a la membrana de FLRT3 (degut a l’elevat nombre de càrregues positives que aquesta etiqueta conté).  
 
Per tal d’assolir aquest objectiu O3.2) es durà a terme una modificació genètica de zigots embrionaris amb la proteïna 
FLRT3-TAP, amb les etiquetes descrites anteriorment, mitjançant la tècnica d’electroporació de zigots embrionaris, 
CRISPR-Cas9-EZ (Wang et al., 2013) (Chen et al. 2016). S’utilitzarà aquesta tècnica ja que el sistema CRISPR-Cas9 és 
una tecnologia eficaç per a l’edició dirigida de gens, amb elevada eficiència en diversos sistemes. A més, aquesta tècnica 
proporciona la novetat que no es realitza mitjançant una microinjecció, mètode més freqüentment utilitzat; sinó que es 
realitza mitjançant una electroporació de l’ARNg, l’endonucleasa Cas9 i el vector diana en els ovòcits fertilitzats; la qual 
cosa incrementa encara més l’eficiència de la tècnica, amb una millora significant de la viabilitat dels embrions. 
 
Per una banda, es clonarà un vector diana que contindrà dues seqüències d’homologia flanquejant la seqüència 
modificada N-terminal, o C-terminal contenent l’etiqueta TAP. D’altra banda, A) es dissenyaran diversos ARN guia (ARNg) 
per dirigir les seqüències N/C-terminal (s’utilitzarà la base de dades pública: http://crispr.u-psud.fr/). B) per testar aquests 
ARNg es realitzarà una clonació d’aquestes seqüències ARNg, en un vector que conté un promotor d’ARN, juntament 
amb la seqüència que codifica per l’endonucleasa Cas9. Es realitzarà una transfecció d’aquest vector en línies cel·lulars 
de ratolí (per exemple la línia NIH3T3) per comprovar la recombinació no homòloga, NHEJ (Non-homologous end joining) 
mitjançant l’assaig Surveyor (Guschin et al., 2010). C) El millor ARNg serà co-transfectat, juntament amb la proteïna Cas9 
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i el vector que conté les seqüències diana, per tal de promoure la recombinació homòloga (RH) en la zona en ser reparada 
i inserir així la seqüència TAP. L’expressió correcta de les proteïnes que expressin les etiquetes TAP seran analitzades 
per Western blot i/o immunofluorescència. 
 
Per generar els ratolins transgènics, es realitzarà una transcripció in vitro de l’ARNg. A continuació, el servei transgènics 
de IRBLleida  electroporarà l’ARNg, l’endonucleasa Cas9 i el vector diana (el qual s’haurà linealitzat) en ovòcits fertilitzats 
juntament amb el vector d'orientació linealitzat per promoure la recombinació homòloga (RH). Per analitzar si s’ha produït 
la RH de manera satisfactòria en la zona diana, en els ratolins fundadors; es realitzarà una PCR i un Southern Blot. 
Tanmateix, també s’analitzarà, mitjançant la tècnica del Western blot, l’expressió de FLRT3 (marcada amb l’etiqueta TAP) 
en extractes proteics de cervell. Els embrions homozigòtics FLRT3nul/nul són embrionaris letals (Egea et al., 2010); això 
permetrà confirmar més fàcilment si en els ratolins transgènics  homozigots FLRT3TAP/TAP, l'etiqueta TAP és perjudicial. 
 
Viabilitat: El grup té una amplia experiència, i reconeguda, en el camp de la biologia molecular per assegurar el disseny 
adequat de les construccions. Les construccions rellevants per al CRISPR-Cas9 són disponibles al laboratori. L’ 
IRBLLEIDA té un servei de transgènics molt preparat per a l’electroporació d'ARN en els ovòcits. La metodologia descrita 
en aquest objectiu ja s'ha utilitzat amb èxit en ovòcits i hi ha disponible bibliografia per tal de poder resoldre algun problema 
que es pogués plantejar. A més, es comparà amb l'assessorament i l'experiència del laboratori de Lluís Montoliu (CNB, 
Madrid) que és una referència internacional en genètica de ratolins i actualment està utilitzant aquesta tecnologia. 
Lliuraments: E1: obtenció dels fundadors FLRT3TAP. E2: obtenció dels ratolins homozigòtics FLRT3TAP/TAP. 
 
O3.3) Purificació d’afinitat en tàndem dels extractes cel·lulars dels hipocamps dels ratolins transgènics que expressin 
FLRT3TAP/TAP, i anàlisi posterior per MS. 
A causa de les limitacions de la TDH per estudiar les interaccions entre FLRT3 i els seus lligands en l’O3.1, ja que 
mitjançant aquesta tècnica només es poden identificar interaccions directes mitjançant l’ICD de FLRT3; en aquest objectiu 
es proposa identificar en un context fisiològic in vivo, a partir d’extractes cel·lulars d’hipocamps dels ratolins obtinguts en 
O3.2, noves putatives proteïnes lligands que interaccionin tant de forma directa, com indirecta amb FLRT3. 
Un cop obtinguts els ratolins transgènics amb aquesta construcció, s’obtindran llisats cel·lulars d’hipocamps de ratolins 
FLRT3-TAP i de ratolins salvatges (control) en estadis P1, P21 i P40, i es realitzarà una purificació d’afinitat en tàndem. 
 
Les mostres proteiques obtingudes en l’última elusió s'agruparan i s'enviaran a les instal·lacions d'espectrometria de 
masses i proteòmica del WM Keck Biotechnology Resource Laboratory (Yale School of Medicine) per al seu posterior 
processament per Espectrometria de Masses per Electrospray. Els espectres de MS/MS es compararan amb la base de 
dades d'Expressió de Proteïnes de Yale (Yale School of Medicine 2013).  
 
Els candidats obtinguts en TDH (O3.1) i la purificació d’afinitat en tàndem (O3.3) es validaran mitjançant una co-
immunoprecipitació en cèl·lules transfectades i/o per co-expressió en teixit cerebral mitjançant la tècnica d’hibridació in 
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situ. També es realitzaran estudis de complementarietat de fragments proteics amb la proteïna verda fluorescent (GFP) 
tripartida. 
 
Assaig de complementarietat de fragments proteics – proteïna verda fluorescent (GFP) tripartida (Cabantous, et al. 2013). 
Es co-transfectaran cèl·lules de la línia HEK293T amb tres construccions diferents. Es transfectaran amb l’ORF de FLRT3 
(del nucleòtid 29-69) fusionada amb la meitat de la seqüència que codifica per la cadena 10 de la GFP. També es 
transfectaran amb l’ORF de la proteïna lligand candidata, obtinguda en l’O3.1 i l’O3.3, fusionada amb seqüència que 
codifica per la cadena 11 de la GFP. Finalment, també es transfectaran amb la seqüència que codifica per la cadena 1-9 
de la GFP. Es fixaran les cèl·lules HEK293T i es realitzarà un immunoassaig amb anti-GFP. Aquest experiment es durà 
a terme per cada putativa proteïna lligand.  
 
Viabilitat: El grup té una sòlida experiència en bioquímica de proteïnes per tal d'obtenir amb èxit els llisats proteics i 
realitzar les purificacions d'afinitat en tàndem i les validacions corresponents. Les mostres seran analitzades per una 
instal·lació amb una llarga experiència en anàlisi de proteòmica (Yale School of Medicine 2016). 
Lliuraments: Obtenció del perfil proteòmic de proteïnes que interactuen amb FLRT3 en el cervell adult. 
 
Objectiu 4. Caracterització quantitativa de l’afinitat d’interacció entre FLRT3 i els seus lligands per espectrometria SPR: 
Per determinar l’afinitat d’interacció entre FLRT3 i les proteïnes validades en l’O3.1 i O3.3, es realitzarà una 
espectroscòpia SPR on es determinaran els valors de kd i d’unió màxima d’analit (Bmàx). 
Aquest objectiu es durà a terme, en col·laboració externa a la UdL, amb la Dra. Elena Seiradake del Departament de 
bioquímica de la Universitat d’Oxford.  
Per fer l’espectroscòpia de ressonància del plasmó de superfície s’utilitzarà l’aparell Biacore T200 (GE Healthcare). Les 
condicions en les que es duran a terme els experiments d’equilibri són les següents: 25 °C i la dissolució amortidora de 
migració que s’utilitzarà serà PBS, 0,005% (v/v) de polisorbat 20 (pH 7,5). Com a buffer de regeneració s’utilitzarà una 
solució tamponadora de 2M MgCl2. FLRT3 serà biotinitzada enzimàticament a l’extrem C-terminal i acoblada a una matriu 
de dextrà de 100 nm CM5  recoberta d’estreptavidina, Les dades s’analitzaran amb Scrubber2 (BioLogic Software). Els 
valors de Kd i i Bmàx s’obtindran mitjançant un ajust a la corba no lineal d'un model d'interacció de Langmuir 1:1 (unió = 
Bmàx/(Kdc + cC)), on C és la concentració d'analit calculada com a monòmer (Seiradake et al. 2014). 
 
Viabilitat: Tant el nostre grup de recerca, com el grup amb el qual es realitza la col·laboració externa a la UdL, han treballat 
amb aquesta tècnica amb anterioritat. D’una manera especial, la Dra. Elena Seiradake del Departament de bioquímica 
de la Universitat d’Oxford, que té una llarga trajectòria i experiència utilitzant espectrometria SPR. 
Lliuraments: Determinar el valors de kd i Bmàx de les interaccions entre FLRT3 i els seus lligands. 
 
Objectiu 5. Estudi de la importància funcional dels lligands de FLRT3 en la neurogènesi hipocampal adulta mitjançant 
cultius primaris de NSCs d’hipocamp de ratolí. 
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En aquest objectiu es vol identificar el mecanisme cel·lular i de senyalització en el qual són involucrades les proteïnes 
lligands de FLRT3 durant la diferenciació de les NSCs. Es vol estudiar si una sobre-expressió o inactivació dels lligands 
de FLRT3 també té un efecte sobre el nivell de neurogènesi en l’hipocamp adult. Aquests experiments proporcionaran 
informació important sobre el paper de la senyalització entre els lligands de FLRT3 i FLRT3 durant tot el procés de 
diferenciació, proliferació i supervivència de les NSCs.  
 
Per tal d'estudiar els mecanismes de senyalització d’aquestes proteïnes en la neurogènesi hipocampal adulta, es 
realitzaran cultius in vitro de NSCs primàries aïllades de l'hipocamp de ratolins nounats. Després de 3-4 dies proliferant 
(en medi que conté els factors mitòtics bFGF i EGF), aquestes cèl·lules formaran neuroesferes que es poden passar una 
o dues vegades per amplificar-les i per fer-ne experiments posteriors. A aquestes cèl·lules se’ls pot canviar les condicions 
per propiciar-ne la diferenciació (sense els factors mitòtics) on, després de set dies in vitro, donaran lloc a neurones (5% 
de les cèl·lules totals seran β-lll-tubulina positives). Es realitzaran experiments de sobre-expressió o inactivació, amb ARN 
d’interferència específics mitjançant una transfecció LV, dels lligands de FLRT3 per estudiar-ne la seva funció cel·lular. 
Més concretament, a partir d’aquests cultius de NSCs s’estudiarà la taxa de neurogènesi, el grau de viabilitat, la 
diferenciació, la proliferació i la formació d’espines sinàptiques de les noves neurones, al llarg del dies de cultiu.  
 
En les proteïnes que interaccionen amb FLRT3 que mostrin un paper important en la senyalització lligand/FLRT3 observat 
in vitro en els cultius de NSCs, també es testarà in vivo, en l’hipocamp adult, mitjançant una transfecció lentiviral per tal 
de corroborar els efectes observats in vitro.  
 
Viabilitat: El grup té una experiència reconeguda en els cultius primaris de NSCs, així com en les tècniques d’ARN 
d’interferència, sobre-expressió de gens i transfeccions lentivirals. El departament disposa del material necessari per 
treballar amb virus en cultius cel·lulars. 
Lliuraments: Determinar quins dels lligands de FLRT3, identificats prèviament, són importants en la senyalització amb 
FLRT3, promovent la neurogènesi hipocampal adulta. 
 
 
4.6. RESULTATS QUE S’ESPERA OBTENIR 
 
En aquest projecte de recerca es volen identificar nous lligands per la proteïna transmembrana FLRT3 en l’hipocamp adult 
de ratolí, i determinar l’efecte d’aquesta interacció induint-ne la neurogènesi. S’espera que la interacció entre FLRT3 i els 
seus lligands jugui un paper rellevant induint rutes de senyalització, encara desconegudes; i en la formació i establiment 
de sinapsis. Així mateix, també s’espera observar tots aquests esdeveniments no tan sols en el desenvolupament neural, 
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Pel que fa als resultats esperats referents a cada objectiu: 
Objectiu 1. La diferenciació i maduració de les noves neurones granulars formades al GD adult s’hauria de veure alterada 
en els ratolins transgènics knock-out de FLRT3, FLRT3lx;Nestin-CREERT2. Aquestes neurones GD s’espera que presentin 
una ramificació dendrítica més simple, defectes en el creixement dels axons i menys espines dendrítiques. Això suggeriria 
que hi ha senyals en l'entorn local que impedeixen la diferenciació completa d'aquestes neurones recent nascudes. 
 
Objectiu 2. La deleció de FLRT3 hauria d’empitjorar la neurogènesi adulta i, per tant, un empitjorament en l’aprenentatge 
i la memòria dels ratolins transgènics knock-out de FLRT3, FLRT3lx;Nestin-CREERT2. Aquest fet quedarà palès en els 
resultats obtinguts, tant en el test Morris water waze, com en el “Test del reconeixement d’objectes”. 
 
Objectiu 3. S’espera obtenir una llista de proteïnes candidates a ser lligands per l’ICD de FLRT3, que poden ser rellevants 
per l’establiment de sinapsis i la maduració de les NSCs en el GD de l’hipocamp adult. Així com proteïnes candidates a 
ser lligands per FLRT3 in vivo, en un context fisiològic a partir de llisats d’extractes hipocampals de ratolins modificats 
genèticament amb la tècnica d’electroporació de zigots embrionaris, CRISPR-Cas9-EZ. D’altra banda, es pretén validar 
quins dels candidats lligands per FLRT3 trobats en l’O3.1 i l’O3.3, interaccionen realment amb FLRT3 i poden ser 
importants en el procés de proliferació i diferenciació de les NSCs i induint la neurogènesi en l’hipocamp adult de ratolí. 
 
Objectiu 4. En relació a l’afinitat d’interacció entre FLRT3 i les proteïnes amb les que interacciona en el cervell de ratolí 
adult, s’espera obtenir una interacció d’alta afinitat entre el lligand i el receptor, resultant en la formació d’un complex 
d’elevada afinitat. 
 
Objectiu 5. S’espera que en els cultius hipocampals primaris de NSCs de ratolí, on s’ha inactivat l’expressió, mitjançant 
la tècnica d’interferència d’ARN, dels lligands trobats de FLRT3, el nombre de sinapsis i la maduració de les NSCs, siguin 
inferiors que en els cultius hipocampals primaris de NSCs obtingudes a partir d’extractes hipocampals de ratolins control. 
D’altra banda, quan se’n sobre-expressa l’expressió, el nombre de sinapsis i la maduració de les NSCs, s’esperaria que 
fossin majors en comparació amb els control. 
 
 
4.7. EQUIP INVESTIGADOR DEL PROJECTE D’INVESTIGACIÓ  
 
Nom i cognom Inicials Component del projecte d’investigació 
Anna de Bolòs AB Investigador principal 
-- PE Contracte pre-doctoral 
-- PO Contracte post-doctoral 
-- TE Tècnic del grup de recerca 
Elena Seiradake ES  Col·laboració externa 
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4.8. PLA D’EXECUCIÓ 
 
El projecte d’investigació en qüestió tindrà una durada de tres anys. El perfil d’experiència dels investigadors que 
conformen aquest grup de recerca determinarà les tasques en les que estaran involucrats. Els objectius a assolir 
s’organitzaran seguint el següent pla d’execució.  
 
Objectiu 1. Determinar la importància funcional de FLRT3 en la neurogènesi hipocampal adulta, mitjançant ratolins 
transgènics knock-out de FLRT3 (FLRT3lx;Nestin-CREERT2). 
O1.1) Generació d’animals transgènics knock-out de FLRT3 (FLRT3lx;Nestin-CREERT2) en les cèl·lules progenitores que 
expressin Nestin a la SGL del GD de l’hipocamp, i la seva progènie. Responsable: AB; Participants: PO, TE; Període 
d’execució: T1-T2. 
O1.2) Avaluació de la manca de FLRT3 in vivo en la neurogènesi hipocampal adulta en ratolins FLRT3lx;Nestin-CREERT2, 
obtinguts l’O1.1. Responsable: AB; Participants: PE; Període d’execució: T3-T5. 
O1.3) Estudi de la proliferació i supervivència en cultius primaris de NSCs d’hipocamp adult dels ratolins FLRT3lx;Nestin-
CREERT2, obtinguts l’O1.1. Responsable: AB; Participants: PE, PO; Període d’execució: T3-T5. 
 
Objectiu 2. Avaluar la manca de FLRT3 en els ratolins FLRT3lx;Nestin-CREERT2 en la neurogènesi hipocampal adulta 
respecte l’aprenentatge i la memòria d’aquests animals. 
O2.1) Estudis de comportament dels ratolins FLRT3lx;Nestin-CREERT2 amb el test Morris water maze. Responsable: AB; 
Participants: AB, TE; Període d’execució: T6-T7. 
O2.2) Estudis de comportament dels ratolins FLRT3lx;Nestin-CREERT2 amb el "Test de reconeixement d'objectes". 
Responsable: AB; Participants: AB, TE; Període d’execució: T6-T7. 
 
Objectiu 3. Identificació de lligands candidats per interaccionar amb FLRT3 en l’hipocamp adult. 
O3.1)  Identificar noves proteïnes candidates per interaccionar de forma directa amb l’ICD de FLRT3 en l’hipocamp adult, 
mitjançant la TDH en Saccharomyces cerevisiae. Responsable: AB; Participants: PE; Període d’execució: T1. 
O3.2) Generació de ratolins transgènics que expressin FLRT3TAP/TAP mitjançant la tècnica d’electroporació de zigots 
embrionaris, CRISPR-Cas9-EZ. Responsable: AB; Participants: AB, TE; Període d’execució: T1-T4. 
O3.3) Purificació d’afinitat en tàndem dels extractes cel·lulars dels hipocamps dels ratolins transgènics que expressin 
FLRT3TAP/TAP, i anàlisi posterior per MS. Responsable: AB; Participants:  PO; Període d’execució: T5-T8. 
 
Objectiu 4. (col·laboració externa amb la Dra. Elena Seiradake del Departament de bioquímica de la Universitat d’Oxford) 
Caracterització quantitativa de l’afinitat d’interacció entre FLRT3 i els seus lligands per espectrometria SPR. Responsable: 
AB; Participants: Dra. Elena Seiradake; Període d’execució: T8. 
 
Objectiu 5. Estudi de la importància funcional dels lligands de FLRT3 en la neurogènesi hipocampal adulta mitjançant 
cultius primaris de NSCs d’hipocamp adult de ratolí. Responsable: AB; Participants: PE; Període d’execució: T9-T11. 




L’últim any del projecte de Recerca s’invertirà principalment en la recollida i anàlisi de les dades obtingudes dels estudis 
realitzats en cada objectiu, al llarg del projecte i realització d’articles científics sobre els resultats obtinguts en el projecte. 




4.9. PLANIFICACIÓ TEMPORAL (CRONOGRAMA) 
 
 Any 1 (Trimestres) 
Objectius T1 T2 T3 T4 
O1.1 X X   
O1.2   X X 
O1.3   X X 
O2.1     
O2.2     
O3.1 X    
O3.2 X X X X 
O3.3     
O4     




 Any 2 (Trimestres) 
Objectius T5 T6 T7 T8 
O1.1     
O1.2 X    
O1.3 X    
O2.1  X X  
O2.2  X X  
O3.1     
O3.2     
O3.3 X X X X 
O4    X 
O5     
UdL - 2017 El paper de FLRT3 en la neurogènesi hipocampal adulta Anna de Bolòs 
[22] 
 
 Any 3 (Trimestres) 
Objectius T9 T10 T11 T12 
O1.1     
O1.2     
O2.1     
O2.2     
O3.1     
O3.2     
O3.3     
O4     




4.10. IMPACTE ESPERAT DELS RESULTATS 
 
4.10.1. Impacte cientificotècnic social i / o econòmic 
S’espera que els resultats obtinguts en aquest projecte representin un avenç en el coneixement dels mecanismes 
moleculars involucrats en la neurogènesi hipocampal adulta, més concretament, en el paper que hi tenen FLRT3 i les 
proteïnes amb les que interacciona, en l’hipocamp adult. Al seu torn, es pretén que aquests resultats tinguin una 
repercussió i reconeixement important per la comunitat científica internacional, es publiquin en revistes científiques d’alt 
impacte (primer quartil, i preferiblement el primer decil), es presentin en congressos internacionals de la branca de la 
neurociència, i aconsegueixin tenir una gran difusió i projecció en l’àmbit internacional.  
 
S’espera que, a curt termini, tinguin un impacte incrementant els coneixements sobre la neurogènesi en l’hipocamp adult. 
I que en un període de temps major, els resultats obtinguts en aquest projecte siguin molt valuosos per dissenyar teràpies 
interessants per pal·liar malalties cerebrals on hi hagi una disminució de la neurogènesi hipocampal adulta, com ara les 
malalties neurodegeneratives. 
 
Aquest projecte també proporcionarà l’oportunitat per rebre una formació científica d’elevada qualitat en l’àmbit de la 
neurociència a un pre-doctorand, i un post-doctorand. Així mateix, consolidarà i estabilitzarà la posició del grup de recerca 
“Neurobiologia molecular i del desenvolupament” de l’IRBLleida, i el projectarà en l’àmbit internacional. 
  
El projecte compleix els criteris de qualitat i respon a les decisions estratègiques de recerca de l’Horitzó 2020, en l'àrea 
de salut, canvi demogràfic i benestar, en particular la comprensió de la salut, l'envelliment i la malaltia. 
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4.10.2. Pla de difusió 
Es pretén difondre els resultats obtinguts en aquest projecte d’investigació mitjançant: 
- Publicació dels resultats en revistes científiques d’alt impacte en l’àmbit de la neurociència, que se situïn en el 
primer quartil, preferiblement dins del primer decil.  
- Participació en congressos científics especialitzats en neurociència: 
- FENS (Federació Europea de Neurociències)  
- SENC (Federació Espanyola de Neurociències): 17 National Congress of the Spanish Society of 
Neuroscience (Alacant). 
- Divulgació al públic: notes de premsa i fulletes explicatives del projecte. 
- Manteniment i ampliació de la pàgina web de la UdL: Neurobiologia Molecular. 
 
 
4.11. IMPLICACIONS ÈTIQUES I DE BIOSEGURETAT 
 
L’estudi en diferents organismes model, com ara l’experimentació animal amb ratolins i l’ús de models de ratolins 
transgènics (OMG) ens ha permès avançar molt en el coneixement de les malalties i millorar les estratègies terapèutiques. 
Si s’entenen els mecanismes moleculars que donen lloc a una malaltia, i s’apliquen aquests coneixements a altres 
sistemes de vertebrats com els éssers humans,  podem arribar a intervenir-la de forma especifica i guarir-la. 
 
L'experimentació animal d'aquesta proposta ha estat avaluada positivament (CEEA 04 acta 05/13) pel Comitè Ètic 
d'Experimentació Animal de la UdL d'acord amb el marc jurídic del nostre país (Reial Decret 53/2013, Directiva 63/2010) 
considerant: 
 
I. Compleix els objectius i les metes de la proposta. 
II. La minimització del patiment dels animals. 
III. Utilitzar els mètodes aprovats d'eutanàsia. 
IV. Experiència de les investigacions. 
V. Compleix amb els principis "3R" (Reducció, Refinament i Reemplaçament). 
 
Els ratolins amb els que es treballarà per dur a terme aquest projecte d’investigació seran allotjats en un estabulari SPF 
de la UdL, totalment equipat i amb un personal ben capacitat, sota condicions estàndard, i tindran un tracte d'acord amb 
les lleis i reglaments de la Unió Europea i el govern espanyol. Els recursos i la infraestructura disponible són els adequats 
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Aprovació del comitè d'experimentació animal. Documentació adjuntada? 
 
  Si     No      
 
Declaració de compliment de bones pràctiques científiques. 
 
L'organització que represento té un CODI DE BONES PRÀCTIQUES CIENTÍFIQUES pel qual es gestiona la 
investigació i producció científica que es porta a terme en aquesta organització, amb l'objectiu principal d'afavorir la 
millora de la qualitat científica i la prevenció de la integritat de la investigació. Còpia del Codi de Bones Pràctiques 
Científiques del centre).  
 
 
   Investigador principal:  Aprovació de l'autoritat que representa legalment a l'Organització: 
   Anna de Bolòs Sánchez  FG de l’IRBLleida  
 
 
4.12. PRESSUPOST (EN EUROS) 
 




Finançat per altres organitzacions 
(€) 
Suport sol·licitat (€) 
Beca pre-doctoral 0,00 0,00 27.000,00/any = 81.000,00/3 anys 
Beca post-doctoral 0,00 0,00 37.000,00/any = 74.000,00/2 anys 
Subtotal: 0,00 0,00 155.000,00 
 
Justificació: diners requerits pel sou del primer, segon i tercer any d’un investigador pre-doctoral i pel sou del primer i 
segon any d’un investigador post-doctoral. 
 
 
• Concepte: equipament durable 
Concepte 
Contribució 
pròpia (€)  
Finançat per altres organitzacions (€) Suport sol·licitat (€) 
Lupa 0,00 0,00 600,00 
Vibràtom 0,00 0,00 2.500,00 
Aparellatge per test de comportament 
dels ratolins (Morris water mace i el 
“Test de reconeixement d’objectes”) 
0,00 0,00 3.000,00 
Subtotal: 0,00 0,00 6.100,00 € 
 
Justificació: diners requerits per comprar l’equipament durable descrit en la taula anterior. 
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• Concepte: equipament fungible 
Concepte Contribució pròpia (€)  Finançat per altres organitzacions (€) Suport sol·licitat (€) 
Anticossos i immunoassajos 0,00 0,00 15.000,00 
Pipetes automàtiques 0,00 0,00 4.000,00 
Plàstic i vidre  0,00 0,00 12.000,00 
Reactius per transfecció i 
cultius cel·lulars 
0,00 0,00 45.000,00 
Bioquímica i biologia 
molecular 
0,00 0,00 30.000,00 
Subtotal: 0,00 0,00 106.000,00 € 
 
Justificació: diners requerits per comprar equipament fungible descrit en la taula anterior. 
 
 
• Concepte: desplaçaments i dietes 
Concepte Contribució pròpia (€)  Finançat per altres organitzacions (€) Suport sol·licitat (€) 
Assistència i la inscripció a 
congressos 
0,00 0,00 5.000,00 
Subtotal: 0,00 0,00 5.000,00 € 
Justificació: diners requerits per pagar l’assistència i la inscripció als congressos. 
 
 
• Concepte: altres despeses 
 
Concepte Contribució pròpia (€)  Finançat per altres organitzacions (€) Suport sol·licitat (€) 
Taxes de publicació 0,00 0,00 4.000,00 






1.000,00/any = 3.000,00/3 
anys 
Subtotal: 0,00 0,00 37.000,00 € 










Concepte Contribució pròpia (€) Finançat per altres organitzacions (€) Suport sol·licitat (€) 
Salari del personal 0,00 0,00 155.000,00 
Equipament durable 0,00 0,00 6.100,00 
Equipament fungible 0,00 0,00 106.000,00 
Desplaçaments i dietes 0,00 0,00 5.000,00 
Altres despeses 0,00 0,00 37.000,00 
Subtotal: 0,00 0,00 309.100,00 
Overheads (25%)   77.275,00 
    






Els projectes de Recerca són una eina molt poderosa per poder realitzar recerca d’alt nivell, ens permeten materialitzar 
uns coneixements amb un potencial important, en una realitat que faci que sigui possible millorar la qualitat de vida de la 
població i avançar com a societat; ja que de la recerca d’avui en depèn el futur de la societat de demà. Sol·licitar projectes 
de Recerca és imprescindible ja que aquests ens permeten finançar la recerca envers una problemàtica concreta, 
augmentar-ne els coneixements, i així ser més a prop de trobar-ne una solució.  
 
Realitzar aquest Treball de Final de Grau m’ha permès conèixer quins són els mitjans i mecanismes per poder tirar 
endavant un projecte de Recerca. He hagut de posar-me en el lloc d’un investigador principal, el qual forma part d’un 
equip, dins d’una institució, com l’IRBLleida; i fer una planificació de tots els passos que cal seguir. Vaig haver de fer un 
estudi sobre quines convocatòries i ajudes pot sol·licitar un investigador per tal de projectar i finançar la seva investigació 
innovadora i trencadora. Entre de totes les opcions existents, per finançar la meva proposta de projecte de Recerca, vaig 
escollir la la convocatòria Retos del model de MEMORIA CIENTÍFICO-TÉCNICA DE PROYECTOS INDIVIDUALES (TIPO 
A o B) del Ministerio de Economía, Industria y Competitividad, ja que és la que més s’ajustava al tipus d’investigació que 
volia realitzar i als recursos dels que disposava. Vaig partir d’una idea (sustentada i recolzada per uns antecedents i 
investigacions prèvies) amb l’objectiu de dur a la pràctica una recerca determinada, amb elevades possibilitats d’èxit, i 
seguint una metodologia estructurada i concreta, per tal d’arribar a assolir els objectius específics i clars, que vaig plantejar 
des d’un inici. Vaig voler projectar una idea innovadora i plasmar-la en una proposta. 
 
Un cop vaig decidir a quina convocatòria em volia acollir, vaig començar a planificar com organitzaria aquella investigació. 
Això em va servir per adonar-me de la importància de ser concís i saber projectar, a qui ho llegeix, per què aquella 
investigació que es vol desenvolupar és necessària i pot tenir un impacte i interès sobre la societat i la ciència. És 
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necessari fer una bona planificació dels recursos materials, temporals, així com poder comptar amb un equip potent i que 
es complementi, per realitzar una recerca multidisciplinària i transversal. També és molt important demostrar la viabilitat 
de la recerca en qüestió. És important ser ambiciós, però sense deixar de ser concret i sobretot realista en els objectius i 
fites a desenvolupar, i no perdre de vista els recursos materials, temporals i de personal dels que hom disposa. 
 
D’altra banda, per realitzar-lo he hagut de fer ús de tots els coneixements adquirits al llarg del Grau. A més a més, he 
hagut d’ampliar-los i aprendre moltes tècniques proteòmiques i de biologia molecular. La consulta d’articles d’alt impacte 
i tenir accés a les publicacions més recents sobre aquest tema, m’ha permès augmentar els meus coneixements sobre la 
biologia del cervell i la neurogènesi adulta, temes que des de petita m’apassionen. Això em motiva a continuar formant-
me en aquesta branca de coneixement i espero, en els propers anys, poder tenir l’oportunitat de treballar en un projecte 
de Recerca. Confio fermament que haver realitzat aquest Treball de Final de Grau m’ajudarà en aquesta tasca. 
 
Per tant, crec que realitzar un Treball de Final de Grau amb aquest format de projecte de Recerca és una eina molt 
completa, ja que per una banda cal fer una recerca bibliogràfica exhaustiva, per poder dominar tota la temàtica sobre la 
que es vol desenvolupar la proposta. A més, és una oportunitat per estudiar a fons què és un projecte de Recerca. I, el 
més important, obliga a pensar com es poden transmetre aquests coneixements i com podem convèncer aquell que ho 
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